Methodes diagnostiques des infections 


L e diagnostic des infections genitales dues 
aux papillomavirus (HPV) mugueux 
repose exclusivement sur la detection 
de I'ADN viral grace aux outils de la biologie 
moleculaire, la serologie n'etant pas un mar- 
queur utilisable pour le diagnostic. 

HYBRIDATION MOLECULAIRE 

Echantillons biologiques 
Le test HPV est generalement realise sur 
des frottis cellulaires, preleves a I'aide de 
cytobrosses destinees a etre immergees 
dans un milieu de transport specifique. Les 
residus de frottis destines a la cytologie cer- 
vico-uterine en milieu liguide peuvent ega- 
lement etre utilises, a condition qu'ils soient 
homologues pour la biologie moleculaire. Le 
test HPV ayant ete developpe dans le cadre 
du depistage du col uterin, les cytobrosses 
sont adaptees au recueil de cellules cervica- 
les, mais on peut envisager de realiser ega- 
lement des frottis vaginaux, anaux ou vul- 
vaires. Enfin, la recherche des HPV peut 
egalement etre faite sur des biopsies, qui 
doivent alors etre placees dans un milieu de 
conservation adapte. 

Techniques disponibles 

Les multiples techniques moleculaires 
disponibles pour la detection des HPV repo- 
sent toutes sur I'hybridation de sequences 
d'ADN viral avec des sondes oligo-nucleoti- 
diques specifiques. Les deux techniques de 
reference pour la detection de I'ADN des 
HPV sont aujourd'hui la capture d'hybrides 
et les methodes de polymerase chain reac- 
tion (PCR). 

• L'hybridation en milieu liquide ne necessite 
pas detraction d'ADN prealable. Apres une 
etape de simple denaturation, I'ADN viral 
present dans I'echantillon est hybride avec 
un melange de sondes ARN specifiques cor- 
respondent aux differents types HPV 
recherches. Les hybrides ADN-ARN formes 
sont reconnus par des anticorps anti-hybri- 
des, et detectes par un systeme chimiolumi- 
nescent permettant une amplification du 
signal. 

« Les systemes PCR necessitent une etape 


d’extraction de I'ADN. L'amplification du 
genome viral est alors realisee a I'aide 
d'amorces dites consensus (par opposition 
aux amorces specifiques de type) afin de 
repondre a la multiplicity des genotypes 
HPV existants. Ces amorces ciblent les 
regions tres conservees du genome viral, 
comme la region LI, et sont capables d'am- 
plifier un large spectre de genotypes HPV, 
de sequence connue ou inconnue.' 

Dans la pratique courante actuelle, le test 
HPV est effectue a I'aide de I'une des deux 
trousses commerciales disponibles sur le 
marche : le test Hybrid Capture 2 (Digene), 
base sur l'hybridation en milieu liquide, et le 
test Amplicor HPV (Roche Diagnostics), 
base sur la PCR (v. tableau). Ces techniques 
standardises ont une excellente reproduc- 
tibilite et sont adaptees aux grandes series. 
Elies conduisent toutes les deux a un resul- 
tat qualitatif global, donnant une positivite 
pour un ou plusieurs des treize types les 
plus courants d'HPV muqueux a haut risque. 
La sensibilite analytique de la technique de 
PCR est un peu superieure a cede de la tech- 
nique d'hybridation liquide; 2 cependant, la 
concordance entre ces deux tests est supe- 
rieure a 80 %. 3, 4 

• Le genotypage permet d'identifier les dif- 
ferents genotypes presents d'HPV a haut 
risque et a bas risque. Plusieurs techniques 
sont disponibles, la revelation des produits 
de PCR se faisant par reverse line blotting, 
puces a ADN ou encore par sequenqage. 


a papillomavirus 

SEROLOGIE 

Les tests serologiques des infections a 
HPV, a la recherche d’anticorps specifiques 
dans le serum, n'ont ete developpes que tar- 
divement. La culture du virus etant inappli- 
cable, le probleme majeur etait de disposer 
de quantites suffisantes d'antigenes viraux. 
C'est la decouverte de I’auto-assemblage 
des proteines de capside LI et L2 produites 
par genie genetique en pseudoparticules 
virales ( virus-like particles [VLP]) qui a per- 
mis le developpement de tests sensibles 
pour mesurer la reponse serologique anti- 
HP V. 

Parmi les differents types d'anticorps pro- 
duits au cours de I'infection a HPV, les anti- 
corps diriges contre ces VLP semblent etre 
les marqueurs serologiques les plus interes- 
sants. Les anti-VLP sont, pour leur grande 
majority, specifiques du type d’HPV, avec 
moins de 10 % de reactions croisees entre 
HPV phylogenetiquement proches. 5 

Cependant, la serologie n'a pas de valeur 
diagnostique. En effet, on ne retrouve pas 
de passage systemique du virus au cours de 
I'infection, ce qui explique que la reponse 
serologique soit un reflet peu fiable de I'in- 
fection : les anti-VLP apparaissent avec un 
decalage de plusieurs mois apres I'infection, 
la seroconversion n’est pas systematique et 
n'est que rarement le signe d'une guerison. 
La presence des anticorps anti-VLP dans le 
serum a ete utilisee dans certaines etudes 
comme marqueur epidemiologique pour 


Caracteristiques des deux trousses commerciales disponibles 
pour la detection globale de PADN des 13 papillomavirus 
a haut risque les plus frequents 



HYBRID CAPTURE 2 
(DIGENE) 

AMPLICOR HPV TEST 
(ROCHE DIAGNOSTICS) 

Types HPV detectes 

13 types HPV a haut risque* 

13 types HPV a haut risque* 

Technique 

Hybridation en phase liquide 

PCR (amorces consensus biotinylees) 

Sensibilite 

analytique 

5000 copies virales environ 

100 a 240 copies virales 
selon le type d'HPV 

Extraction ADN 
prealable 

Non 

Oui 


PCR : polymerase chain reaction. * HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 

59, 68. 
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INFECTIONS A PAPILLOMAVIRUS HISTQIRE NATLJRELLE 


► 


estimer la frequence de I'infection a HPV, 
mais elle semble moins pertinente que la 
presence de I'ADN HPV dans les frottis cer- 
vico-uterins. 

La vaccination anti-HPV donne des titres 
d'anticorps anti-VLP cent a mille fois plus 
importants que lors de I'infection naturelle. 
II semble done que le principal champ 
d'application de la serologie soit aujourd'hui 
le controle de la reponse vaccinale anti-HPV. 
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Les facteurs inlliicncant la duree de Finfection a HPV 
sont encore mal connus. On peut les classer en 3 catego- 
ries : les facteurs lies au virus, a Fhote, a Fenvironnement. 

Facteurs lies au virus 

Le pouvoir pathogene des HPV est en partie depen- 
dant du type du virus infectant. Le HPV de type 16, 
retrouve dans plus de 50 % des tissus tumoraux persiste 
davantage que les autres; cest le type le plus predictif du 
developpement tumoral. 

Ce virus HPV 16 a lui-meme evolue en 5 branches 
principales : le prototype E (Europe) et les variants non-E 
incluant Af-1 et Af-2 (Afrique), As (Asie) et AA (Asie- 
Amerique). Les variants non-E persistent davantage que 
les variants E et sont preferentiellement associes aux 
lesions preinvasives. Si l’absence de depistage, les proble- 
mes nutritionnels et le nombre de grossesses permettent 
dexpliquer en partie Fincidence elevee du cancer du col 
en Afrique et en Amerique latine comparee a PAme- 
rique du Nord et a l’Europe, on ne peut exclure un role 
preponderant des variants non-E dans le processus de 
carcinogenese. 9 Ces differences de risque pourraient etre 
expliquees par les differences d’activite biologique des 
proteines codees par ces variants ou encore par la capa- 
cite de Fhote a avoir une reponse immunitaire specilique. 

II a ete montre recemment que la charge virale etait 
correlee a la gravite du diagnostic histologique avec des 
charges virales faibles pour les epitheliums n’ayant pas de 
lesion ou une dysplasie legere et des charges virales ele- 
vees en cas de dysplasie moderee ou severe. A un temps 
donne, une charge virale elevee, pour HPV 16 en particu- 
lier, augmente le risque de developper une CIN 3. 10 
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L’integration de PADN des HPV a haut risque a souvent 
ete consideree comme un evenement tardif dans le pro- 
cessus de carcinogenese. Toutefois, des formes integrees 
ont ete mises en evidence dans des lesions precancereu- 
ses mais aussi dans des cellules de frottis normal (resultats 
personnels). 11 

L’expression des ARNm des oncoproteines virales E6 et 
E7 est en faveur dune activate oncogenique. La detection 
de ces transcrits viraux pourrait d’ailleurs etre davantage 
predictive que FADN viral pour identifier les femmes a 
risque de developper une lesion de haut grade ou un cancer. 

Facteurs lies a Fhote 

Parmi ces facteurs, la mise en place et Fefficacite des 
reponses immunitaires jouent un role cle. L’induction et la 
regulation de ces reponses sont complexes, en raison de la 
pluralite des types viraux impliques, des facteurs gene- 
tiques de Fhote (polymorphisme des molecules du com- 
plexe majeur d’histocompatibilite [CMH]) et des multi- 
ples mecanismes d’echappement a la reponse immune 
developpee par les HPV. 12 Par ailleurs, la prevalence nette- 
ment plus elevee des infections a HPV a haut risque et des 
dysplasies du col uterin chez les patientes immunodepri- 
mees par le VFH suggere un role significatif du systeme 
immunitaire dans le controle de ces infections. Les Centers 
for Disease Control and Prevention (CDC) ont de ce fait 
inscrit en 1993 le cancer invasif du col uterin a la liste des 
maladies au stade sida. 

Facteurs lies a Fenvironnement 

Parmi les facteurs environnementaux susceptibles de 
favoriser la persistance de Finfection a HPV et par conse- 

LA REVUE DU PRATICIEN, VOE. 56, 15 NOVEMBRE 2006 



